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转 几 丁 质 酶 和 葡 聚 糖 酶 基因 水 稻 对 土壤 
三 种 弹 尾 目 昆虫 和 一 种 环节 动物 的 影响 
K 欣 ， 柯 Jc. 6X, dud 


(中 国 科学 院 上 海 生命 科学 研究 院 植物 生理 生态 研究 所 ， 上 海 “200032) 


摘要 : 采用 3 个 试验 研究 转 几 丁 质 酶 和 首 菩 1,3 -B- 葡 聚 糖 酶 双 价 基因 水 称 对 土壤 弹 尾 目 昆 虫 和 环节 动物 
线 是 的 影响 。 包 平 严 实验 : 观察 弹 尾 目 与 转基因 水 稻 组 织 间 的 营养 关系 及 其 在 无 土壤 情况 下 对 弹 尾 目 屁 虫 繁殖 
率 的 短期 影响 ; 四 土壤 - 植物 残留 物 单 物种 微 宇 宙 试 验 ; 观察 土壤 中 不 同 转基因 水 稳 组 织 含量 对 土壤 动物 繁殖 
率 的 短期 影响 ; @ 土 壤 -植物 残留 物 多 物种 微 宇宙 试 验 : 模拟 大 田 状 况 ， 观 察 多 物种 共存 较 长 时 间 后 转基因 水 
稻 对 土壤 动物 密度 的 影响 、 结 果 表 明 : Folsomia candida 取 食 新 鲜 转 基因 水 稻 叶 片 和 根 组 织 21 d 后 ， 繁 殖 率 比 
野生 型 水 称 组 分 别 降 低 45.196 (Fl,s=9.9，P<0.05) 和 30.5% (Fis=5.8， 已 <0.05);， 在 挫 有 转基因 水 稳 
组 织 (30 g/kg) 的 土壤 中 ,天 .candida 214 后 的 繁殖 率 比 野生 型 水 稳 组 下 降 19.3% (Fs16=3.6, P<0.05); 
在 摊 有 转基因 水 舟 组 织 土壤 (30 g/kg) 的 多 物种 实验 中 ， 转 基因 水 称 组 中 的 F. candida, Enchytraeus crypticus 
16 周 后 的 密度 比 野 生 型 水 稻 组 分 别 降低 19.496 (Fisg=6.8, P<0.05) 和 38.0% (Fi44264.2, P «0.001), 
而 Sinella curviseta 的 密度 升 高 84.8% (Fi is=64.2， 已 <0.001)。 因 此 ， 转 几 丁 质 酶 和 葡 聚 糖 酶 双 价 基因 水 称 
对 土壤 弹 尾 目 和 线 是 都 是 有 影响 的 ， 对 某 些 种 类 表现 为 降低 密度 ， 而 对 另 一 些 种 类 则 为 升 高 密度 。 
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Effects of Chitanase and Glucanase Transgenic 
Rice on Three Species of Soil Collembola and 
One Species of Annelida 


ZHANG Xin, KE Xin* , MAO Bi-zeng, HE Zu-hua 


(Institute of Plant Physiology and. Ecology ,| Shanghai Institutes for Biological Sciences , 
the Chinese Academy of Sciences , Shanghai 200032, China) 


Abstract: Effects of transgenic rice with simultaneously constitutive expression of chitinase (RCH10) and glucanase 
(Glu) on soil collembolan Folsomia candida, Folsomia fimetaria and Sinella curviseta , and enchytraedes Enchytraeus 
crypticus were studied. Both transgenic and non-transgenic materials of fresh seedling or dry mature rice were used in three 
experimental systems; Petri dishes, soil-litter microcosms for single species tests and soil-jitter mesocosms for multi- 
species tests. The results showed: (DAfter 21 day exposure to the seeding materials in Petri dishes, the reproduction of 
F. candida fed with transgenic leaves and roots was significantly reduced by 45.596 ( P « 0.05) and 30.596 (P « 
0.05), respectively, compared to the control non-transgenic wild rice seedlings; (2 After 21 day exposure in soil-litter 
microcosms, there was a weak reduction by 19.396 ( P « 0.05) of the reproduction of F. candida by transgenic mature 
dried residues in amounts corresponding to 30 g plant material kg! soil; (After 16 week incubation in soil-litter meso- 
cosms, the reproduction of F. candida was significantly reduced by 19.446 by transgenic rice residues corresponding to 
the concentration of 30 g/kg soil; likewise, the reproduction of enchytrade E. crypticus was significantly reduced by 
38.096. On the contrary, however, the reproduction of S. curviseta was significantly increased by 84.896. As for the 
pesticide positive control experiment, reproduction of F. candida was reduced linearly with concentration of the pesti- 
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cide. Consequently, the transgenic rice influences reproduction or density of both soil Collembola and enchytraedes, but 


with decreasing for some species while increasing for other species in density. 
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随 着 转基因 植物 研究 和 生产 的 发 展 ， 其 对 土壤 
生态 系 的 影响 日 益 受 到 关注 (Wolfenbarger & 
Phifer, 2000; Dale et al, 2002; Jia & Peng, 
2002) 。 转 基因 植物 的 外 源 基 因 表 达 产 物 可 通过 根 
分 泌 物 和 植物 凋落 物 或 残留 物 进 和 土壤。 由 于 土壤 
颗粒 的 物理 性 保护 作用 ， 这 一 产物 难以 被 土壤 微 生 
物 降 解 ， 因 而 ， 作 物 收 割 后 其 活性 依然 存在 ， 并 在 
土壤 中 富 集 ， 从 而 对 土壤 生态 系 构成 威胁 (Saxena 
et al, 1999; Stotzky, 2000; Saxena & Stotzky, 
2001; Crecchio & Stotyky，2001)。 近 年 来 , 已 经 发 
现 转基因 植物 会 影响 土壤 动物 和 土壤 微生物 。 如 ， 
Bt 玉米 影响 土壤 弹 尾 目 昆虫 的 繁殖 率 (EPA, 
2000; Sims & Marin，1997)， 转 基因 马 铃 莫 ( 产 
TEE IU ERO 降低 土壤 微生物 和 原生 动物 的 活性 
(Griffiths et al，2000)， 转 基因 烟草 〈( 产 拒食 素 蛋 
白 酶 抑制 剂 ) 导致 土壤 动物 群落 和 植物 残留 物 分 解 
的 改变 (Donegan et al，1997) ， 以 及 在 转基因 马 铃 
X ( 产 T4 溶 解 酶 ) 根 际 土 壤 中 ， 细 菌 的 群落 结构 
发 生 改 变 (Heuer & Smalla, 1997) 等 。 但 已 有 的 研 
究 大 多 是 针对 转 苏 靶 金 杆菌 〈Bt) 晶体 蛋白 基因 
(Cry) 或 上 述 的 其 他 旱地 转基因 作物 ， 而 对 转基因 
水 稳 对 土壤 动物 影响 的 研究 尚未 见报 道 。 

由 于 土壤 动物 功能 群 在 土壤 物质 转化 及 养分 释 
放 中 起 着 重要 作用 (Brussaard，1998; Haimi, 
2000) ， 因 此 ， 土 壤 动 物 可 反映 不 明 污 染 物 在 生态 
系统 中 造成 的 影响 (Zhang & Zhang，2001)。 土 壤 
弹 尾 目 昆虫 由 于 密度 大 (10 ~ 108 个 m2), 、 种 类 
多 (已 发 现 约 6 000 种 ) 和 在 土壤 养分 循环 中 的 重 
要 作用 而 成 为 食 菌 性 土壤 动物 功能 群 的 代表 。 其 中 
Folsomia | candida. ^ Folsomia fimetaria、 Sinella 
curveseta 这 3 种 弹 尾 目 昆 虫 是 国际 上 认可 的 指示 生 
物 (Tarrdellas et al, 1997), F. candida 为 孤 雌 生 
殖 ， 繁 殖 快 ， 是 目前 国外 实验 室 最 常用 的 种 类 ; 
F. fimetaria 为 两 性 生殖 ， 对 环境 毒物 的 反应 又 不 
同 于 孤 肉 生殖 的 种 类 。 但 两 者 均 为 土壤 中 生活 的 种 
类 ; 身体 柔弱 ; 行动 缓慢 ; 除 取 食 微生物 外 ， 还 直 
接 取 食 植物 的 根 和 根 分 泌 物 。S. curveseta 则 为 土 
表 活 动 的 种 类 ; 身体 强壮 ; 行动 迅速 除 取 食 真菌 
外 ， 还 取 食 植物 的 凋落 物 。 线 归 则 为 腐生 性 土壤 动 





物 的 代表 (Wardle et al, 1995; Lekke & van Ges- 
tel，1998a) ， 易 培养 、 繁 殖 快 。 在 环境 毒物 评价 中 
最 常用 的 线 是 种 类 之 一 是 Enchytraeus crypticus 。 

本 研究 基于 以 上 4 个 物种 不 同 的 生物 学 特性 、 
代表 性 、 与 同类 研究 的 可 比 性 ， 以 及 实验 室 现 有 种 
类 和 可 操作 性 ， 将 其 确定 为 研究 对 象 ; 在 实验 室 和 
温室 条 件 下 采用 环境 毒 理 学 和 土壤 生态 学 的 方法 ; 
用 免疫 印迹 杂交 (western blot) 方法 检测 转基因 水 
稳 中 目的 蛋白 的 表达 ， 用 底 物 诱导 反应 检测 表达 蛋 
白 酶 的 活性 ， 以 研究 转 几 丁 质 酶 和 1,3 - 8B - REO 
糖 酶 双 价 基因 水 稻 对 土壤 动物 的 影响 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

1.1.1 土壤 采用 上 海地 区 一 种 主要 水 稻田 土壤 
一 一 黄 泥 土 (pH 6.83， 有 机 质 2.53% ， 持 水 量 
43% )， 高 温 (80 CC) 处 理 24 h， 然 后 过 得 (2mm 
网 眼 )， 用 以 去 除 土 壤 中 的 土壤 动物 和 植物 凋谢 物 。 
1.1.2 水 稻 转基因 水 稻 是 由 农 杆菌 介 导 转化 水 
稳 几 丁 质 酶 和 首 若 1,3 - 8B - 葡 聚 糖 酶 的 台北 309, 
用 野生 型 台北 309 作对 照 (Mao et al，2003)。 新 鲜 
水 稻 叶 片 和 根 组 织 由 温室 (26 ~ 28 C) 中 水 培 3 周 
的 水 稻 秧 苗 获 得 ， 成 熟 水 称 组 织 由 大 田 种 植 的 水 稳 
地 上 部 分 ， 经 晒 干 、 粉 碎 、 过 筛 (1 mm 网 眼 ) 后 
获得 。 

1.1.3 土壤 动物 采用 国际 上 认可 作为 指示 生物 
的 弹 尾 目 昆 虫 F. candida, F. fimetaria, S. 
curveseta 和 线 颗 E. crypticus, JP F. candida、 
F. fimetaria 和 .crypticus 为 丹麦 国家 环境 研究 
院 陆 地 生态 学 研究 所 (DMU) NÉGÉ, S. curveseta 
为 本 实验 室 得 选 、 保 存 的 种 类 。 用 于 试验 的 弹 尾 目 
昆虫 需 先 进行 同步 化 (synchronized) 繁殖 以 获得 同 
期 大 小 的 个 体 。 即 将 200 ~ 300 个 成 虫 放 入 盛 有 石 
襄 / 活 性 炭 (8:1) 基质 的 9 em 培养 下 中 ， 用 面包 
酵母 (或 啤酒 酵母 ) 饲养 9~ 10d; 移出 产 出 的 卵 
ibRSEME, r3 d 内 孵化 的 幼虫 挑 出 ， 并 在 20 CX 
养 箱 中 培养 16 d (F. candida) 或 23 d (F. 
fimetaria) (Lgkke & van Gestel，1998a) ， 然 后 用 于 
试验 。 用 于 土壤 - 植物 残留 物 多 物种 微 宇宙 试验 


Ul http//www.cqvip.com 


4 期 张 欣 等 : 转 几 丁 质 酶 和 葡 聚 糖 酶 基因 水 稻 对 土壤 三 种 弹 尾 目 昆虫 和 一 种 环节 动物 的 影响 275 





( 见 下 面 ) 的 弹 尾 目 昆虫 不 需 进 行 同步 化 。 线 是 在 
线 归 培 养 基 (2 mmol/L CaCbh, 1 mmol/L gS04, 1 
mmol/L NaHCO3，0.1 mmol/L KCl, 1.796 £X Bg 49 , 
pH7.8) 上 用 麦片 饲养 ,在 20 培养 箱 中 培养 3 
周 ， 将 体内 已 有 虫 卵 的 成 虫 用 于 试验 (Lekke & van 
Gestel，1998b) 。 
1.2 目的 蛋白 的 表达 鉴定 与 活力 测定 

用 免疫 印迹 杂交 方法 检测 转基因 水 稻 中 转基因 
几 丁 质 酶 的 表达 。 用 有 蛋白 提取 液 (125 mmol/L 
Tris-Cl, pH 8.0; 2% SDS) 提取 新 鲜 或 成 熟 水 稳 
组 织 的 蛋白 质 ; 用 Bradford 法 ( Bradford, 1976) 
测 蛋 白 浓度 : 取 蛋 白 上 样 , 行 10% SDS-PAGE X 
丙烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 ， 加 样 蛋白 含量 为 50 pg; 然后 
转 印迹 至 硝酸 纤维 膜 ， 再 经 5% 脱 脂 奶 粉 于 4 CE 
闭 12h 后 ， 依 次 加 和 一 抗 〈 抗 几 丁 质 酶 的 多 克隆 抗 
Hk) 和 二 抗 〈 与 碱 性 磷酸 酶 偶 联 的 IgG) 及 底 物 
(BCIP + NBT Z iE JuME) 反应 ， 显 示 被 检 蛋 白带 ， 
拍照 保存 。 酶 活力 测定 (Wirth & Wolf, 1992): 称 
取 1g 水 稳 叶 片 加 入 蛋白 提取 液 (0.1 mol/L NaAC, 
pH5.0), 1:5 混合 ，4 振荡 过 夜 ; 13 000 r/min, 
4 蕊 ， 离 心 10 min; 吸取 上 清 液 100 pL 加 入 到 96 
孔 板 ， 加 入 100 uL 被 Remazol Brilliant Blue (RBB) 
标记 的 纤维 素 或 葡 聚 糖 ( 底 物 ) (CM-cellulase-RBB 
或 CM-pachyman-RBB) (Wirth & Wolf, 1992); 40 
% 温 浴 2h 后， 将 96 孔 板 置 于 冰 上 ， 立 刻 加 人 反应 
终止 液 (1 mol/L HCI) 100uL; 10min /5, 2800g 
离心 10 min， 取 175 uL 上 清 液 在 分 光 光 度 计 中 读 
数 。 用 蛋白 提取 液 和 底 物 直接 与 终止 液 混合 〈 对 
照 )， 用 同样 方法 测 光 吸收 值 。 两 者 〈 有 水 稻 叶 片 
蛋白 反应 上 清 液 和 对 照 反应 上 清 液 ) 光 吸 收 值 的 差 
值 表示 酶 的 相对 活力 。 几 丁 质 酶 活性 测定 在 550 
nm， 葡 聚 糖 酶 活性 测定 在 600 nm。 用 单位 时 间 光 
吸收 值 的 变化 表示 酶 的 相对 活力 。 
1.3 平 由 试验 

本 试验 是 在 无 土壤 情况 下 ， 观 察 单一 种 类 弹 尾 
目 昆 虫 取 食 转 基因 植物 组 织 和 在 植物 组 织 上 产 卵 的 
状况 等 来 确定 弹 尾 目 昆虫 与 转基因 水 稳 组 织 间 的 营 
养 关 系 及 转基因 水 稻 对 土壤 动物 繁殖 率 的 短期 (3 
周 ) 影响 。 试 虫 分 别 为 F. candida fü F. fimetari- 
a。 试验 设 新 鲜 的 转基因 水 稳 叶 片 和 根 2 个 处 理 ， 
对 照 为 野生 型 水 稳 的 叶片 和 根 ，5 个 重复 。 方法: 
在 有 活性 火 / 石 谊 基质 的 培养 中 中 ， 放 入 10 头 肉 性 
( 孤 肉 生殖 ) 同步 化 的 FF，candida 或 10 头 (5 雄 、 


5 雌 ) 同步 化 的 F. fimetaria 。 [F. candida fl F. 
fimetaria 在 正常 情况 下 ,在 3 周 内 (一代 ) 10 头 可 
繁殖 400 头 以 上 。 这 个 繁殖 量 已 足以 用 于 评价 环境 
毒物 的 影响 ]。 分 别 将 生长 3 周 的 转基因 和 野生 型 
水 称 秧 苗 的 根 和 叶 剪 碎 ， 各 取 约 1 个 更 豆 大 小 体积 
的 量 作为 饲料 放 人 培养 四 中 。 每 隔 2 d 更 换 一 次 饲 
料 ， 以 免 发 老 。 在 20 CC 、 湿 度 70% 条 件 下 培养 21 
d 后 ， 在 培养 下 中 通 人 CO; 气体 使 昆虫 麻醉 ， 然 后 
计数 。 通 C0; 前 ， 先 将 原 培 养生 羡 换 成 划 好 若干 小 
方 格 (用 于 计数 ) 的 培养 亚 盖 ， 将 培养 亚 盖 掀起 一 
个 小 口 ， 把 CO; 橡皮 管 插 人 1 cm 左右 ， 打 开 CO; 
开关 稍 作 停留 ， 就 关闭 。 然 后 盖 好 培养 号， 借助 培 
养 亚 盖 上 的 小 方 格 和 计数 器 在 昆虫 苏醒 (CO, 通信 
后 3 min 左右 ) 前 计数 。 
1.4 土壤 -~ 植物 残留 物 单 物种 微 宇宙 试验 

借鉴 欧美 检测 重金 属 和 农药 等 环境 污染 物 的 单 
物种 检测 方法 (single species test) (Lekke & Ges- 
tel，1998b) ， 本 试验 是 在 植物 组 织 混 人 土壤 的 情况 
下 ， 观 察 土壤 中 不 同 含量 的 转基因 植物 对 单一 土壤 
动物 繁殖 率 的 短期 (3 周 ) 影响 。 试 虫 分 别 为 F. 
candida, F. fimetaria Hl E. crypticus, iX Ug 4 
个 浓度 处 理 : 转基因 水 称 占 全 部 水 舟 组 织 量 的 
0% 、50% 、75% 和 100% ,在 土壤 中 相应 有 4 种 转 
基因 水 稳 的 含量 。 杀 虫 剂 ( 虫 螨 立 克 ， 上 海 农 乐 生 
物 股 份 有 限 公 司 ) 作 阳 性 对 照 ， 以 进行 比较 和 监测 
试验 系统 是 否 正常 运行 。 设 4 个 重复 。 方 法 : 在 直 
径 7 em. fi 7 cm 的 密闭 容器 中 放 人 26 g 土壤 ， 将 
粉碎 的 野生 型 和 转基因 成 熟 于 水 称 组 织 按 4 个 比例 
混合 : 全 部 为 野生 型 、5$0% 野生 型 + 50% 转 基因 、 
25% 野 生 型 + 7595 转基因 、100% 转基因， 然后 ， 
按 30 g/kg 的 量 迭 人 人 土壤， 从 而 得 到 转基因 水 稳 组 
织 在 土壤 中 的 4 种 含量 : 0、15、22.5、30 g/kg。 
虫 螨 立 克 在 土壤 中 的 浓度 分 别 为 : 0、0.03、0.06 
和 0.12 mg/mL。 将 所 有 土壤 与 水 称 组 织 或 农药 的 
混合 物 用 蒸馏 水 调节 到 含水 量 15.6% (根据 Lokke 
& van Gestel，1998a: 土壤 弹 尾 目 昆虫 最 适 土壤 含 
水 量 大 多 为 14% ~ 19%)。 分 别 加 入 10 头 同步 化 的 
F. candida WE, 10 头 同 步 化 的 F. fimetaria (5 
HE. SE) 和 10 头 体 内 已 有 卵 的 E. crypticus 成 
虫 ， 但 在 农药 阳性 对 照 中 ， 只 加 入 10 头 同 步 化 的 
F. candida WE, E20 条件 下 培养 21 d 后 ， 用 
改进 的 Tullgren 于 法 收集 弹 尾 目 (Ke et al, 2003), 
用 湿 法 收集 线 里， 并 计数 。 


276 


UL http;//www.cqvip.com 


25 卷 





土壤 - 植物 残留 物 多 物种 微 宇宙 试验 
本 试验 旨 在 模拟 大 田 状况 ， 将 不 同 功能 类 和 群 的 
土壤 动物 加 入 混 有 转基因 植物 组 织 的 土壤 中 。 试 验 
持续 16 周 ， 用 以 观察 多 物种 共存 较 长 时 间 后 对 转 
基因 水 稻 的 影响 ; 在 试验 的 第 8 和 16 周 取样 ， 以 
观察 时 间 对 土壤 动物 密度 的 影响 ; 取 不 同 土壤 深度 
的 样品 ， 以 观察 对 土壤 动物 垂直 分 布 的 影响 。 试 验 
设 转基因 和 野生 型 水 稳 2 个 处 理 ，5 个 重复 。 方 
ik: 在 直径 15 em、 高 25 cm 的 密闭 容器 中 放 人 1 
kg 土壤 ， 将 粉碎 的 成 熟 水 稻 组 织 按 30 g/kg 18 A 3- 
壤 ， 用 蒸馏 水 调节 含水 量 至 15.6%， 在 每 只 容器 
中 ,加 入 30 头 F. candida. 30 3k F. fimetaria、 
253k S. curviseta 和 30 3: E. crypticusc 

采用 3 因子 试验 设计 : 植物 材料 因子 (转基因 
水 稻 、 野 生 型 水 稻 )， 时 间 因 子 (8/8. 165), 土 
层 深度 因子 (顶层 0 一 4 em、 中层 4 一 8 em、 底层 
8 一 12 cm)。 试 验 在 20 条 件 下 持续 16 周 ， 分 别 在 
第 S 和 第 16 周 取样 ， 每 次 取样 均 将 土壤 分 为 顶层 ， 
中 层 和 底层 ， 然 后 收集 每 层 的 弹 尾 目 和 线 归并 计 
数 。 
1.6 


1.5 


统计 分 析 
所 有 统计 分 析 均 在 统计 分 析 软 件 Statistica 
V6.0 的 ANOVA (方差 分 析 ) 程序 下 完成 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 转基因 水 稳 外 源 基因 的 表达 和 酶 活力 


抗原 野生 ”转基因 1 


转基因 2 
Ant N-tran Tranl Tran12 





在 3 周 秧苗 和 成 熟 的 转基因 水 稻 中 均 检 测 到 目 
的 基因 的 表达 产物 ， 而 野生 型 中 无 相应 的 蛋白 表达 
(图 1) ， 说 明 转 基因 水 稻 中 确实 有 目的 基因 的 表达 
蛋白 。 酶 活 测 定 表 明 ，3 周转 基因 水 稻 秧 苗 的 几 丁 
质 酶 (Fi.4 = 17.6，P <0.05) 和 葡 聚 糖 酶 (Fia 
-28.6, P < 0.01) 的 活力 均 显 车 地 高 于 野生 型 
(图 2)。 该 葡 聚 糖 酶 基因 在 野生 型 中 没有 表达 ; 几 
丁 质 酶 基因 在 野生 型 中 是 诱导 表达 的 ， 或 表达 几乎 
检测 不 到 ， 因 此 这 里 检测 到 的 是 转基因 产物 。 

2.2 转基因 水 稻 对 土壤 动物 繁殖 率 的 影响 

在 培养 下 中 取 食 新 鲜 转 基因 水 稻 组 织 21 d 后 ， 
F. candida 所 繁殖 的 幼虫 个 体 数 明显 低 于 取 食 野 
生 型 水 称 组 织 的 对 照 组 ， 取 食 叶 片 与 取 食 根 组 织 的 
繁殖 率 分 别 降低 45.1% (Figs=9.9,，P «0.05) 
和 30.5% (Fi,gs=5.8, P<0.05)。 但 F. fimitari- 
a 的 繁殖 率 ， 无 论 取 食 叶 还 是 根 ， 在 转基因 与 野生 
型 水 稻 处 理 间 均 无 显著 差异 (图 3)。 

在 摊 有 成 熟 水 称 组 织 的 土壤 单 物种 微 宇宙 试验 
中 ，21d 后 F. candidad 所 繁殖 的 幼虫 个 体 数 随 转 
基因 水 稳 在 土壤 中 含量 的 增加 而 呈 递 减 趋势 ， 当 含 
量 达 30 g/kg 时 ， 幼 虫 个 体 数 比 不 含 转基因 水 稻 的 
降低 19.3% (F316=3.6，P «0.05) (图 4)。 但 
F. fimetaria ü E. crypticus 的 繁殖 率 ， 在 各 转 基 
因 水 稻 含 量 处 理 间 均 无 显著 差异 。 在 农药 的 阳性 对 
照 中 ,，F. candidad 的 幼虫 个 体 数 亦 随 农药 在 土壤 
中 含量 的 增加 而 递减 (F312 =92.6,P<0.001)( 图 











抗原 ”野生 ”转基因 1 转基因 2 


Ant  N-tran Tranl Tran2 


图 1 免疫 印迹 检测 转基因 水 稻 秧苗 (a) 及 成 熟 组 织 (b) 目的 基因 ULT SS) 的 表达 
Fig.1 Western blot determination of chitinase (RCH10) expression of fresh seedling (a) 


(for 3 weeks) and dried mature (b) rice 
抗原 ， 原 核 表达 的 目的 蛋白 ; 野生 : 野生 型 水 称 (未 转基因 ); 转基因 1: 转基因 水 稻 重 复 1; 转基因 2: 转基因 水 稳重 复 2。 


Ant: Prokaryotic expression of objective protein RCH10; N-tran: Wild type rice (non-transgenic); Tranl: Transgenic rice (replicate 1); 


Tran2: Transgenic rice (replicate 2). 
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4 期 
5 口 野牛 型 Non-transgenic 
转基因 Transgenic 
€ SS 
E 3 
$ m 
x 
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2 
2 
* 
E 
a 
SS 
TURNS JUT FB 
Glucanase Chitanase 
图 2 ”转基因 水 称 秧 苗 目的 基因 几 丁 质 酶 和 葡 聚 糖 酶 


的 活性 〈 平 均值 上 标准 差 ) 
Fig.2 Activity of glucanase and chitanase from non- 
transgenic and transgeic fresh young (for 3 
weeks) rice (mean € SE, n «3) 


表 1 
个 体 数 密度 影响 的 方差 分 析 F 值 表 


4)， 说 明 这 个 种 对 环境 毒物 是 敏感 的 ， 且 整个 系统 
运行 正常 。 
2.3 转基因 水 稻 对 土壤 动物 密度 的 影响 

在 含 成 熟 水 称 组 织 土 壤 的 多 物种 微 宇宙 试验 
中 ，4 种 土壤 动物 共存 8 或 16 周 后 ，F. candida, 
S. curviseta WE. crypticus 在 土壤 中 的 密度 明显 受 
转基因 水 称 的 影响 ;而 且 ， 对 于 有 的 种 ， 这 个 影响 
还 与 时 间 和 土壤 层 有 关 〈 表 1)。 失 有 转基因 水 稳 
与 迭 有 野生 型 水 稳 土 壤 中 的 虫 密度 相 比 ，F. can- 
dida 在 第 16 周 降低 19.496. (图 5a); E. crypticus 
在 第 8 和 16 周 分 别 降低 56.6% 和 38.0% (图 5c); 
但 S .curviseta 在 第 8 和 16 周 分 别 升 高 113.2% 和 
84.8% (图 5b), F. fimetaria 在 转基因 和 野生 型 
水 称 处 理 间 无 显著 差异 。 


植物 材料 、 时 间 和 土壤 层 3 因子 对 弹 尾 目 F. candida, F. fimetaria, S. curviseta 3a£kls| E. crypticus 


Table 1 Three factorial ANOVA table on effects of plant material, time and soil layer on reproduction of F. candida, 
F. fimetaría, S. curviseta and E. crypti in soil-litter microcosms for multi-species test 








F 
自由 度 df 
F. candida F. fimetaria S. curviseta Ek. crypticus 
型 AV ; S 

idein id in ean ud 2 1 6.80* 0.43" 63.50 64.20 
Plant material (non-transgenic and transgenic rtce ) 
时 间 (8f. 16) 

1 .80*** qe j0** 0.00» 
Time (week 8 and week 16) HU le Meu 
土壤 层 (上 层 ， TE, FED 2 93.90*** 34.15"* 244.80"^' | 368.60'"" 
Soil layer (upper, intermediate and lower) 
植物 材料 x 时 间 Plant material x time 1 9.70'* 2.28" 1.10"5 4.00* 
植物 材料 x 土壤 层 Plant material x layer 2 0.90™ 0.01™ 18.80"** 39.30'** 
时 间 x 土壤 层 Time x layer 2 0.90™ 4.07* 15.50*"* 0.80» 
植物 材料 x 时 间 x 土壤 层 Plant material x time x layer 2 2.30" 0.76" 0.80" 4.00* 


"**P«0.001,'** P«0.01,* P «0.05,^ P» 0.05, 


3 W it 

从 平 严 试验 中 观察 到 ， 弹 尾 目 肠 道 内 充满 了 绿 
色 的 水 稻 叶 片 或 淡 灰 黄色 的 根 组 织 ， 并 有 大 量 虫 卵 
产 在 植物 组 织 上 ， 说 明 试 验 所 用 弹 尾 目 与 水 稻 组 织 
间 存 在 营养 关系 。 

本 文 的 研究 结果 表明 ， 转 几 丁 质 酶 和 葡 聚 糖 酶 
双 价 基因 的 水 稻 对 土壤 弹 尾 目 和 线 旦 都 是 有 影响 
RJ. F. candida 在 平 亚 、 土 壤 - 植物 残留 物 单 物 
种 和 土壤 - 植物 残留 物 多 物种 微 宇宙 3 个 试验 中 ， 
在 转基因 水 稻 存 在 的 情况 下 ， 数 量 均 明显 下 降 ， 即 
受到 抑制 性 影响 。 这 个 结果 与 转 苏 芸 金 杆菌 晶体 蛋 
白 基 因 的 植物 对 FF，candida 影响 的 研究 结果 一 致 


(EPA, 2000; Sims & Martin, 1997), 5j F. candi- 
da 相反 ， 转 基因 水 称 使 S. cumiseta 的 数量 上 升 。 
这 种 现象 在 其 他 研究 中 也 曾经 出 现 ， 如 Donegan et 
al (1997) 发 现 转基因 烟草 增加 了 线虫 的 密度 ， 并 
认为 可 能 是 转基因 植物 使 线虫 的 营养 群 结构 发 生 了 
变化 所 致 。 

转 几 丁 质 酶 和 葡 聚 糖 酶 的 水 稳 对 土壤 弹 尾 目 产 
生 影响 的 原因 可 能 与 转基因 水 稳 的 表达 产物 有 关 。 
第 一 ， 该 转基因 水 称 的 表达 蛋白 是 通过 破坏 真菌 细 
胞 壁 上 的 几 丁 质 来 抵抗 真菌 病害 的 。 而 昆虫 的 表皮 
也 含有 几 丁 质 ， 因 此 ， 当 土壤 弹 尾 目 昆 虫 取 食 或 接 
触 到 转基因 植物 的 表达 产物 时 ， 可 能 会 受到 转基因 
产物 的 直接 作用 。 第 二 ,土壤 弹 尾 目 昆虫 在 土壤 中 
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SERRE (幼虫 数 /培养 1) 
Reproduction (Juveniles/Petri) 


SUL — ORO 野生 转 基 央 
N-tran Tran N-tran Tran 
叶 Leaf TR Root 

F. candida 





野牛 转基因 野牛。 转基因 
N-tran Tran N-tran Tran 
叶 Leaf 18 Root 
F. fimetaria 


图 3 sEEÉH F. candida VF. fimetari 取 食 新 鲜 野 生 型 水 稻 (野生 ) 和 转基因 水 稳 
(转基因 ) 秧苗 叶片 和 根 21 d 后 的 繁殖 量 (平和 由 试验 ; 平均 值 + 标准 误 ，n = 5) 
Fig.3 Reproduction of F. candida and F. fimetari after 21 day fed with fresh young (growed 
for 3 weeks) leaves and root materials of non-transgenic (N-tran) and transgenic (Tran) 


rice in Petri dishes (mean x SE, n2 5) 








350 - 

H 300 - 

i 9 

im 9 250L 

iz 8 

z 2 200L 

i4 5 

€ 3 

- 150 

* 号 0 15 22.5 30 30 60 120 
a 
d 转基因 水 稻 在 土壤 中 的 含量 农药 在 土壤 中 的 浓度 


Concentration of transgenic materials (g/kg) 


图 4 SsÉRÉH F. candidai 在 摊 有 转基因 水 稻 和 农药 阳性 对 照 土壤 中 ( 单 物种 
微 宇宙 试验 ) 21 d 后 的 繁殖 量 (平均 值 + 标准 误 ，n = 4) 
Fig.4 Reproduction of F. candida after 21 day exposition to increasing concentrations of 
transgenic dried leaf materials and pesticide in soil-litter microcosms for single species 


test (mean + SE, n 24) 


HS SEHEfB S, PRICÉCRECUIUS ETIN BA ZH UDAPRUBG 
落 物 外 ， 还 主要 取 食 土壤 微生物 。 微 生物 的 变化 可 
影响 到 土壤 动物 的 数量 和 分 布 (Coleman et al, 
1984; Setali，1995)。 已 有 报道 ， 带 有 几 丁 质 酶 的 
抗 真菌 转基因 作物 可 以 通过 凋落 物 或 根 分 刻 物 降低 
土壤 中 菌 根 菌 的 数量 (Qian & Ma，1998)。 因 此 ， 
如 果 转 基因 水 稻 的 抗 真菌 表达 蛋白 影响 了 土壤 微 生 
物 ， 就 有 可 能 间接 地 影响 取 食 微生物 的 土壤 动物 。 
第 三 ， 转 基因 植物 的 外 源 基因 产物 在 土壤 中 的 降解 
产物 也 有 可 能 对 土壤 动物 产生 影响 。 


Concentration of pesticite in soil (ng/mL) 


转基因 水 称 对 不 同类 群 土壤 动物 的 影响 差异 很 
大 : 转基因 水 稳 致使 S. curviseta 的 数量 升 高 ; 而 
使 F. candida, E. crypticus 的 数量 降低 ， 对 E. 
crypticus 的 影响 出 现 的 时 间 更 早 (第 8 周 )， 幅 度 
也 更 大 (图 gc) ， 这 有 可 能 与 生态 效应 有 关 。 前 者 
是 为 土 表 活 动 的 种 类 ， 在 下 层 土壤 中 几乎 不 出 现 
(图 5b)， 主 要 取 食 土 表 的 植物 凋落 物 和 菌 丝 体 ; 
F. candida 为 土生 种 ， 主 要 取 食 土壤 中 的 动 植物 
碎 悄 、 土 壤 微 生物 、 植 物 根 的 分 泌 物 和 脱落 物 ; 
E . crypticus 要 求 湿 度 大 ,在 上 层 土壤 中 几乎 不 出 现 
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图 5 在 不 同时 间 (8 周 ，16 周 ) 和 不 同 土壤 层 (上 层 ， 中 层 ， 底 层 ) 转基因 水 称 对 弹 尾 目 F. candida (a). 
S. curviseta (b) 和 线 曙 E. crypticus (c) 的 影响 〈 多 物种 微 宇 宙 试 验 ) (平均 值 + 标准 误 ，n =5) 


Fig.5 Effect of transgenic rice on F. candida (a), S. 


curviseta (b) and E. crypticus (c) in soil-litter mesocosms for 


multi-species test in different layers (upper, central and lower) and different incubation time (8 and 16 weeks) 


(mean* SE, n=5) 


(图 5c)。 由 于 土壤 生物 (包括 土壤 动物 和 微生物 ) 
是 通过 营养 关系 、 食 物 和 空间 竞争 紧密 联系 在 一 起 
的 (Brussaard, 1998; Firband et al，1991)， 转 基 
因 水 稳 有 可 能 会 通过 对 下 层 土 壤 生 物 的 不 利 影响 而 
使 上 层 土 壤 动 物 在 竞争 中 获取 有 利 地 位 。 是 否 确实 


如 此 ， 有 待 验 证 。F. candida 与 F. fimetaria 是 同 
一 个 属 的 2 个 种 ,但 转基因 水 称 对 前 者 有 影响 ， 对 
后 者 无 影响 。 是 否 与 ，candida 为 孤 肉 生殖 ， 而 
F. fimetaria 为 两 性 生殖 的 生殖 方式 有 关 ， 有 待 研 
究 。 
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